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TERAPIA COM OZONIO NO CONTROLE DE LESOES CEREBRAIS EM RATOS
NEONATOS COM HIDROCEFALIA EXPERIMENTAL.

Resumo- Hidrocefalia € uma doenca neurolégica comum em neonatos e que esta
associada a destruicdo de axbnios periventriculares decorrente de processos
isquémicos, oxidativos e inflamatorios consequentes a dilatacdo ventricular. Nos
casos onde a derivacdo liquérica € inviabilizada, tratamentos conservativos séo
usados como teraria neuroprotetora. A terapia com 0zo6nio (O3) tem sido associada a
efeitos neuroprotetores por controlar processos oxidativos, inflamatérios e
degenerativos em lesdes isquémicas ou associadas a idade. O objetivo deste estudo
foi investigar, os efeitos da ozonioterapia no comportamento, desenvolvimento motor
e astrogliose reativa em encéfalos de ratos jovens com hidrocefalia. Trinta e dois ratos
foram separados aleatoriamente em quatro grupos de oito animais sendo: grupo
controle (C); grupo controle + O3 (CO3); grupo hidrocefalico ndo tratado (HNT); grupo
hidrocefélico tratado com Os (HTOs). Os animais dos grupos HNT e HTOs foram
induzidos a hidrocefalia com sete dias de idade por injecdo de caulim a 10% na
cisterna magna. Com 14 dias de idade, os grupos COs e HTOs receberam quatro
tratamentos de Oz medicinal na dose de 0,1mg/kg, na concentracdo de 5ug/mL via
intraperitoneal. Os ratos foram pesados diariamente e expostos a testes de
comportamento até o final do experimento. Todos os animais foram submetidos a
eutanasia com 28 dias de vida, e seus encéfalos retirados e processados para analise
histol6gica e imunoistoquimica do corpo caloso e matriz germinativa. Ratos do grupo
HNT apresentaram pior desempenho em teste de comportamento de campo aberto
quando comparados aos ratos C e COs (P =0,0202). Além disso, esses animais
apresentaram ganho de peso tardio comparado aos demais grupos. Os animais HTO3
obtiveram desempenho semelhante ao grupo C nos testes de campo aberto e maior
ganho de peso quando comparado ao grupo HNT. Na avaliagdo histolégica
convencional observou-se que a hidrocefalia produziu reducdo da populacdo de
células neurais e sinais sugestivos de morte nas células remanescentes nas
estruturas encefalicas estudadas, além de evidéncias de lesdes nas fibras nervosas,
com sinais de edema e esgarcamento. Apés estudo por imunoistoquimica para GFAP,
foi observado também que a hidrocefalia causou reacéo astrocitaria nessas mesmas
estruturas. Todas as lesdes observadas foram atenuadas apds o tratamento com
administracdo de Os. Esses achados indicam que a ozonioterapia possui potencial
acdo neuroprotetora mediada em parte, pela regulacdo da reagéo astrocitaria.
Palavras chave

Estresse oxidativo, Dilatacdo ventricular, Isquemia Encefalica, Ozonioterapia,
Astrdcitos, Corpo Caloso, Matriz germinativa



OZONE THERAPY IN THE CONTROL OF BRAIN LESIONS IN NEONATAL RATS
WITH EXPERIMENTAL HYDROCEPHALUS

Abstract: Hydrocephalus is a common neurological disease in neonates and is
associated with the destruction of periventricular axons due to ischemic, oxidative and
inflammatory processes resulting from ventricular dilation. In cases where the
ventricular shunt is not viable, conservative treatments are used as would be
neuroprotective. Ozone therapy (Os) has been associated with neuroprotective effects
by controlling oxidative, inflammatory and degenerative processes in ischemic or age-
related injuries. The objective of this study was to investigate, the effects of ozone
therapy on behavior, motor development and reactive astrogliosis in young rats with
hydrocephalus. Thirty-two rats were randomly divided into four groups of eight animals:
control group (C); control group + Oz (COsg); untreated hydrocephalic group (HNT);
hydrocephalic group treated with Os (HTO3). The animals of the groups HNT and HTO3
were induced to hydrocephalus at seven days of age by injection of 10% kaolin in the
cisterna magna. At 14 days of age, the CO3z and HTOs groups received four treatments
of medicinal Os at a dose of 0.1mg/ kg, at a concentration of 5ug / mL intraperitoneally.
The rats were weighed daily and exposed to behavioral tests until the end of the
experiment. All animals were euthanized at 28 days of age, and their brains removed
and processed for histological and immunohistochemical analysis of the corpus
callosum and germinal matrix. Rats from the HNT group showed worse performance
in the open field behavior test when compared to C and COs rats (P = 0.0202). In
addition, these animals showed late weight gain compared to the other groups. The
HTOs animals obtained similar performance to group C in the open field tests and
greater weight gain when compared to the HNT group. In the conventional histological
evaluation, it was noted that hydrocephalus produced a reduction in the cell population
and signs suggestive of death in the remaining cells in the brain structures studied, in
addition to evidence of damage to nerve fibers, with signs of edema and fraying. After
immunohistochemistry study for GFAP, it was also observed that hydrocephalus
caused an astrocytic reaction in these same structures. All lesions observed were
alleviated after treatment with Oz administration. These findings indicate that ozone
therapy may have a potential neuroprotective action mediated in part by regulation of
the astrocytic reaction.

Key words
Oxidative stress, Ventricular enlargement, Brain ischemia, Ozone therapy, Astrocytes,
Corpus Callosum, Germinal matrix
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1. INTRODUCAO

As afeccbes do sistema nervoso central (SNC) sdo constante desafio para a
medicina humana e veterinaria, em funcéo da fisiopatologia de multiplas doencas
ainda ser pouco elucidada. Quando as disfuncbes ocorrem nos encéfalos em
desenvolvimento, as consequéncias sdo piores, resultando frequentemente em
transtornos mentais, emocionais e fisicos irreversiveis ou até fatais. Das doencas do
SNC que afetam as células precursoras do epéndima e dos plexos coroides, a
hidrocefalia se destaca como a mais comum tanto na medicina humana como
veterinaria.

A hidrocefalia é definida como o acumulo excessivo de liquido
cefalorraquidiano (LCR) no sistema ventricular, ocasionando a formagao de edemas,
estase, isquemia e processos degenerativos no tecido cerebral em decorréncia ao
aumento da presséo intracraniana (PIC) (Nigri et al., 2016; Donnelly et al., 2018). Até
0 presente momento, ndo existe cura definitiva para hidrocefalia. Diferentes técnicas
cirargicas sdo empregadas na tentativa de controlar a PIC. Contudo, recém-nascidos
podem apresentar complicacdes cirtrgicas ou instabilidade clinica que postergam a
intervencao cirargica (Di Curzio et al., 2014).

Com o objetivo de minimizar os danos nos encéfalos em desenvolvimento,
protocolos terapéuticos neuroprotecionistas sao aplicados na tentativa de amenizar
0s sintomas e sinais clinicos da hidrocefalia. A neuroprotecdo é a terapia clinica
mais estudada, apresentando resultados promissores nos quadros em que a cirurgia
precisa ser adiada (Del Bigio e Di Curzio, 2016; Da Silvia et al., 2018). Encéfalos de
neonatos hidrocefélicos estdo sujeitos a processos oxidativos, inflamatorios e
isquémicos da doenca, e novos métodos de tratamento como a ozonioterapia Sao
estudados como opgdo de recurso terapéutico para processos neurodegenerativos
(Resitoglu et al., 2018).

O ozobnio (O3) é um gas altamente instavel, capaz de atuar de diversas
maneiras no organismo. Uma das vias mais estudadas na atualidade é a modulagao
da capacidade oxidativa do organismo por meio da ativacdo do fator nuclear-

relacionado ao eritréide 2 (Nrf2), responsavel por regular a expressao de proteinas



antioxidantes e controlar processos inflamatorios e imunologicos (Cuadrado, 2016).
No entanto, até o momento da finalizacdo desta pesquisa, ndo foi encontrada
nenhuma citagdo do uso da ozonioterapia no tratamento da hidrocefalia,
evidenciando a relevancia cientifica do presente estudo.

E conhecido que uma parcela dos pacientes hidrocefalicos ndo pode ser
submetida ao tratamento cirargico imediatamente apds o diagndéstico, por apresentar
condi¢des clinicas desfavoraveis para o procedimento. Além disso, o retardo no
tratamento e controle da hidrocefalia, especialmente em recém-nascidos, pode nédo
permitir a recuperacdo total mesmo apés a intervencao cirurgica. Conhecendo os
possiveis efeitos neuroprotetores da ozonioterapia e compreendendo 0s processos
degenerativos, isquémicos e oxidativos presentes na fisiopatogenia da hidrocefalia,
espera-se que a ozonioterapia possa otimizar 0S processos neuroregenerativos,
antioxidativos e neurovasculares, melhorando a qualidade de vida de animais e

pacientes humanos.



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neuroanatomia

O sistema ventricular encefalico € composto por cadmaras preenchidas por
liquido cefalorraquidiano (LCR) localizadas no interior do encéfalo e revestidas por
epéndima. O sistema ventricular é dividido em ventriculos laterais, terceiro
ventriculo, agueduto mesencefélico e quarto ventriculo (Figura 1). Os ventriculos
laterais estdo localizados no telencéfalo, sendo um a direita (primeiro ventriculo) e
outro a esquerda (segundo ventriculo) e sdo separados pelo septo pellcido que se
estende do corpo caloso ao fornix. Os ventriculos laterais sdo subdivididos em corno
rostral, corpo e corno temporal. A parte central ou corpo do ventriculo lateral
comunica-se medialmente com o terceiro ventriculo, pelo forame interventricular. O
corno rostral comunica-se com a cavidade do bulbo olfatério referente ao mesmo
hemisfério. O corno temporal acompanha o nacleo caudado, adquirindo um formato
de “C” caracteristico do ventriculo lateral. No assoalho do ventriculo lateral é
formado pelo ndcleo caudado, fornix, fimbria do hipocampo e hipocampo. O limite
rostral e o teto mantem contato com o corpo caloso. O terceiro ventriculo é impar e
mediano, e estad localizado no diencéfalo. Comunica-se dorsalmente com o
ventriculo lateral correspondente pelo forame interventricular. No limite rostral do
terceiro ventriculo encontra-se a lamina terminal cinzenta, enquanto que o assoalho
é formado pelo quiasma Optico, infundibulo da hipdéfise, corpo mamilar e tuber
cinéreo. O limite caudal da cavidade € disposto pela glandula pineal, comissura
caudal e aqueduto mesencefalico, que por sua vez, comunica 0 terceiro com 0
quarto ventriculo. O aqueduto mesencefalico é um conduto estreito localizado
medianamente entre o teto do mesencéfalo e o tegmento mesencefalico. O quarto
ventriculo esté localizado na cavidade rombencefélica, no nivel da ponte e a porgéo
rostral do bulbo e comunicando-se caudalmente com o canal central da medula
(Prada, 2014).

O corpo caloso é uma estrutura composta de fibras nervosas orientadas
transversalmente, sendo dividida em quatro partes: rostro (por¢cao anterior), joelho,

esplénio (porgcdo posterior) e corpo (regido entre joelho e esplénio) (Figura 2). A



funcdo do corpo caloso é de estabelecer ligagcdo entre os hemisférios cerebrais
(Zicarelli et al, 2014).

Figura 1: Imagem esquematica referente a anatomia do sistema ventricular normal
de um céo (Dewey e da Costa, 2017).

Figura 2: Encéfalo de canino em corte transversal
imediatamente rostral ao quiasma O6ptico,
identificando-se a posicdo do corpo
caloso (retangulo vermelho). Lamina
corada em Luxol. (Universidade de
Minnesota- https://vetpath.wordpress.com
/2010/10/20/link-highlights-canine-brain-
transections/).




O tecido cerebral de neonatos é formado por estruturas relativamente frageis
como a matriz germinativa. A matriz germinativa € uma estrutura com alta densidade
celular e vascular e esta localizada abaixo da regido germinativa ependiméria no
cérebro (Figura 3). Esta estrutura € responsavel pela proliferacao e diferenciacéo de
neuroblastos e gliobastos que migram para o cortex cerebral ao longo do
desenvolvimento encefalico fetal (Luo et al., 2018). A medida que o encéfalo
amadurece e se desenvolve, a matriz germinativa sobre uma redugao progressiva

no tamanho até a completa involucéo (Ballabh et al., 2004).

Foramen —7/
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Figura 3: A) Diagrama esquemético demonstrando veias
medulares, dispostas em uma distribuicdo em
formato de leque, que drenam o sangue da
substancia branca cerebral para a veia terminal
até a matriz germinativa. B) Venograma post-
mortem obtido de um recém-nascido humano
mostra a aparéncia real dos vasos (Inder et al.,
2018).

Dentre as células do SNC, os astrocitos sao as células mais abundantes e
estudadas no sistema nervoso central. Os astrécitos sao células complexas e que
estdo presentes em todo SNC. Sao responsaveis por inumeras fungbes essenciais
para o desempenho normal do SNC. Suas ag¢bes incluem regulacdo do fluxo
sanguineo local, fornecimento de metabdlitos energéticos aos neurbnios,

participagdo na fungéo sinaptica e neuroplasticidade e manutencao do equilibrio de



neurotransmissores, ions e fluidos intra e extracelular (Pekny e Nilsson, 2005). Ao
mesmo tempo, os astrécitos sdo capazes de responder a varias formas de insultos
no SNC, como trauma, isquemia e lesbes neurodegenerativas. Essa resposta é
conhecida por astrogliose reativa e envolve mudancgas progressivas na expressao
génica e morfoldgica do astrocitos. Em casos graves, a reacao astrocitaria pode
resultar na formacdo de cicatrizes gliais, inibindo a regeneracdo do axoénio
(Sofroniew et al., 2009).

2.2 Hidrocefalia

Por definicdo, a hidrocefalia € o acumulo excessivo de LCR no sistema
ventricular do cérebro em resposta ao desbalanco entre a producdo e absorcdo
LCR. O aumento de volume progressivo acarreta no aumento da pressao
intracraniana (PIC), provocando estiramento e compressdo do tecido nervoso,
deformacdo dos vasos cerebrais e comprometimento do fluxo sanguineo encefélico
(Nigri et al., 2016). Como resultado, é possivel observar a formacdo de edemas,
estase, isquemia e processos degenerativos no tecido cerebral (Donnelly et al.,
2018).

Estima-se que 60% do LCR seja formado principalmente por uma estrutura
localizada no interior dos ventriculos cerebrais, denominada plexo coroide, enquanto
0os 40% restantes do volume total sejam derivados de células ependimarias
presentes nos ventriculos e capilares do parénquima. A producdo liquorica é
decorrente da combinacdo de processos que ocorrem no interior dos ventriculos
laterais e no 3° e no 4° ventriculo. A absorcdo do LCR ¢é feita pelas vilosidades
aracnoides, distribuindo-se pela corrente sanguinea venosa (David, 2003; Oshio et
al., 2005). A hidrocefalia pode ser em decorréncia das anormalidades na secrecao,
circulacao e reabsorcéo do LCR, com mecanismos subjacentes a esses déficits nao
totalmente elucidados. Em animais, o desequilibrio entre a producdo e absorcéo do
LCR no SNC esta relacionado aos traumas cranianos, neoplasias encefélicas,
infeccbes virais no feto em desenvolvimento e partos distécicos. Em cées a
predisposicdo genética € fator importante para desenvolvimento de hidrocefalia
(Albuquerque et al., 2008; Zachari e Mcgavin, 2013).



N&o ha cura definitiva e, na maioria dos pacientes com hidrocefalia, a técnica
de tratamento empregada € a cirurgia de derivagdo liquorica (shunt). Complicacdes
cirirgicas séo frequentes, em especial quando realizada em criancas recém-
nascidas. Obstrucdo das véalvulas e infecgbes estdo entre as complicacdes mais
comuns que aumentam a morbidade e a mortalidade. No entanto, instabilidades
clinicas do paciente podem postergar a intervencéao cirargica. O tratamento tardio e
0 aumento progressivo dos ventriculos podem resultar em danos cerebrais
relevantes, especialmente em encéfalos em desenvolvimento (Di Curzio et al.,
2014).

Evidentemente, a auséncia de intervencdo clinica acentua 0s sinais e
sintomas do paciente pelo constante aumento da presséo intracraniana e dano das
estruturas como axénios, epéndima, nucleos da base, cortex cerebral, tAlamo e
cerebelo. Tais lesdes no tecido encefalico geram atividade astrocitaria aumentada,
originando cicatriz glial no local do tecido neural degenerado (Xu et al., 2015; Mishra
et al., 2016). O aumento da PIC pode ocasionar compressao dos hemisféricos
cerebrais gerando fluxo sanguineo inadequado, alteracdo da atividade elétrica
neural e mudancas do metabolismo local (Donnelly et al., 2018). E relevante lembrar
qgue, as lesbes progressivas no encéfalo de pacientes hidrocefalicos, podem resultar
em sequelas permanentes mesmo apés o controle da PIC (Del Bigio e Di Curzio,
2016). A manutengcdo da vida e o tratamento das sequelas da hidrocefalia
demandam alto custo na saude publica, necessitando de novos tratamentos menos
onerosos e mais eficientes para o tratamento da hidrocefalia (Oton de Lima, 2014).

Além da queda do aporte de substratos e de oxigénio no tecido, existe a
formacao de radicais livres que prejudicam o metabolismo energético da célula, e
geram exocitotoxidade (Clavo et al., 2011; Toklu et al., 2017). Mesmo apdés a
reperfusdo de sangue na area isquémica, novos radicais livres sdo produzidos. Em
estudo realizado por Socci et al (1999) foi verificado que em cérebros de ratos
adultos com hidrocefalia congénita, a analise imunoistoquimica revelou reducao da
enzima superoxido dismutase (SOD) responsavel pelo metabolismo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) no epéndima, plexo coroide e hipocampo. O estresse

oxidativo excessivo promove deplecdo rapida dos estoques antioxidantes



endogenos, que somado a peroxidacdo lipidica da membrana e a oxidacdo de
proteinas, ocasiona apoptose ou necrose celular (Toklu et al., 2017). Neonatos sao
particularmente sensiveis ao estresse oxidativo excessivo, visto que possuem baixa
defesa antioxidante e capacidade limitada para inibir a peroxidacéo lipidica (Socci et
al., 1999).

Em situacbes nas quais a intervencao cirargica para correcao e estabilizacéo
da hidrocefalia ndo pode ser aplicada, sao indicados tratamentos
neuroprotecionistas no intuito de aliviar os sinais e sintomas clinicos até a derivagéo
liquédrica ser realizada (Reddy et al., 2014). Atualmente existem trés principais linhas
de tratamentos neuroprotetores explorados na pesquisa, que incluem a reducdo da
producdo de LCR, reducé@o dos processos inflamatorios e fibréticos decorrentes de
hemorragias cerebral ou meningite, e a neuroprotecdo apos o desenvolvimento da
ventriculomegalia (Del Bigio e Di Curzio, 2016). A neuroprotecdo € atualmente a
mais pesquisada por meio de farmacos ou técnicas extracorpOreas para tratamento
complementar a hidrocefalia. Terapias enddgenas com antioxidantes, anti-
inflamatoérios, melatonina, ou exdgenas como terapia hiperbarica, acupuntura e
enriguecimento ambiental se mostraram promissores no controle de processos
degenerativos cerebrais (Di Curzio et al., 2014; Del Bigio e Di Curzio, 2016; Catalédo
et al., 2017; Da Silvia et al., 2018; Tida et al., 2018; Turgut et al., 2018).

Isto posto, a contencdo do processo oxidativo, inflamatério e isquémico sao
importantes para controle neurodegenerativo da doencga, e como tal, novos métodos
de tratamento como a ozonioterapia, sdo estudados como opcdo de recurso
terapéutico para processos neurodegenerativos (Resitoglu et al., 2018). A
ozonioterapia tem demostrado resultados promissores em trabalhos semelhantes
com isquemia, hipometabolismo e doencas degenerativas como esclerose multipla,
Parkinson e Alzheimer (Clavo et al., 2011; Delgado-Roche et al., 2017; Molinari et
al., 2017; Elkholy e Al-Gholam, 2018; Resitoglu et al., 2018).

2.3 Ozonioterapia
O ozbnio (O3) é um gas ciclico, altamente instavel, composto de trés atomos

de oxigénio. Atualmente, o 0z6nio é estudado como terapia médica apresentando



resultados relevantes no controle de diversas condi¢cdes, como lesdes isquémicas,
doencas vasculares, degenerativas e imunomediada, além de ser eficaz como
agente antibacteriano, antiviral e antifangico (Molinari et al., 2017; Braidy et al.,
2018; Resitoglu et al., 2018). Estudos realizados com animais, o0 0z6nio demonstrou
efeito anti-inflamatorio, protecdo contra danos por reperfusdo e de inibicdo de
apoptose em lesdes isquémicas induzidas experimentalmente em diferentes 6rgaos
(Frosini et al., 2012; Azuma et al., 2014; Molirani et al., 2017).

A ozonioterapia atua de diversas maneiras no organismo. Uma das vias de
acdo mais estudadas atualmente € a inducdo controlada de estresse oxidativo
transitorio, que posteriormente resultara no aumento da capacidade antioxidante do
organismo (Bocci et al., 2011). O oz6nio € capaz de ativar o fator nuclear-
relacionado ao eritrdide 2 (Nrf2), um fator de transcricAo nuclear presente no
citoplasma celular. Essa proteina basica de leucina € capaz de regular a expressao
de proteinas antioxidantes, favorecendo a protecdo celular contra os danos
oxidativos desencadeados por doengas inflamatérias cronicas (Cuadrado, 2016).

Consequentemente, o Nrf2 é capaz de induzir a sintese de diferentes enzimas
antioxidantes como catalase (CAT), superéxido desmutase (SOD), glutationa
peroxidase (GSH-Px), proteina de choque térmico 70 (HSP70) dentre outras.
Atualmente, é de conhecimento que o aumento da capacidade antioxidante do
organismo é etapa crucial para neutralizar a inflamacé&o crénica tipica de doencas
agravadas pelo estresse oxidativo cronico (Frosini et al, 2012; Bocci et al., 2015).

Sagai e Bocci (2011) sugerem que o 0zOnio possua acdo neuroprotetora
baseada nos efeitos bioldgicos observados in vivo. Segundo os autores, o0 estresse
oxidativo esta presente na maioria da fisiopatogenia das doencas neuroldgicas. A
morte celular neural esta relacionada ao aumento expressivo de radicais livres
durante a patogénese de doencas neurodegenerativas como Parkinson, Alzheimer e
esclerose multipla (Sagai e Bocci, 2011; Delgado-Roche et al., 2017; ElI-Mehi e
Faried, 2019). O aumento substancial de ROS no tecido neural resulta na
neuroinflamacéo e disfuncdo mitocondrial ocasionando a apoptose e morte de
células neuronais. Acredita-se que a ativacdo da via Nrf2 seja a peca principal para

combater os efeitos deletérios induzidos pelos ROS. A ativagdo do Nrf2 resulta no
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estimulo de uma bateria de genes citoprotetores responsaveis pela producdo de
enzimas antioxidantes e antiinflamatérios (Sagai e Bocci, 2011; Bocci et al., 2015).
Delgado Roche et al. (2017) avaliaram a resposta neuroprotetora e
oxireducdo celular da ozonioterapia em pacientes humanos com esclerose multipla
(EM). Os pacientes tratados com ozb6nio medicinal apresentaram melhora
significativa na atividade de enzimas antioxidantes, reducdo do dano oxidativo em
lipidios e proteinas e dos niveis de citocinas pro-inflamatorias, fator de necrose
tumoral alfa (TNFa) e interleucinas-1 B (IL-18) e aumento na fosforilagdo de Nrf2 em
células mononucleares de pacientes com EM. Fronisi et al. (2012) relataram que a
ozonioterapia exerceu efeito neuroprotetor em ratos induzidos a isquemia cerebral.
Os autores sugeriram que a capacidade neuroprotetora decorreu pela melhora da
liberacdo e entrega de oxigénio e glicose, e pelo aumento e regulacdo na producao

de enzimas antioxidantes intracelulares.

2.4 Hidrocefalia experimental

A injecéo intracisternal de caulim € um dos métodos mais fidedignos para a
producéo de hidrocefalia experimental. O caulim € um produto composto de silicato
hidratado de aluminio, barato e de facil acesso. E eficiente no bloqueio da circulacio
liquérica, sem a necessidade de cirurgias associadas que possam produzir
distorcbes do tecido nervoso que ndo aquelas resultantes exclusivamente da
hidrocefalia. Quando injetado na cisterna magna, inicia um processo inflamatério
agudo nas meninges, originando obstru¢cdo na saida do quarto ventriculo, sem
provocar lesdes primarias ao parénquima cerebral (Dixon et al., 1932; Defeo et al.,
1979).

Partindo deste principio, qual melhor abordagem conservativa para minimizar
o impacto da hidrocefalia nestes pacientes? E de conhecimento que processos
degenerativos, isquémicos e oxidativos estdo presentes na fisiopatologia da
hidrocefalia, e tratamentos como a ozonioterapia podem auxiliar a minimizar o0s
prejuizos nas estruturas afetadas pelo aumento da producéo liquérica, por meio da
resposta neuroprotetora antioxidativa e vascular dos tecidos neurais (Clavo et al.,
2011; Molinari et al., 2017; Delgado-Roche et al.,, 2017; Resitoglu et al., 2018).
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Assim sendo, pesquisas cientificas nesse ambito possuem extrema relevancia
cientifica, uma vez que a ozonioterapia surge como nova modalidade terapéutica de

baixo custo e pouco explorada quanto aos seus efeitos neuroprotetores, em especial
na hidrocefalia.
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3. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos descritos neste trabalho envolvendo animais, foram
realizados conforme as diretrizes estabelecidas Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), e pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP, (Protocolo CEUA n°
143/2019). Foram tomadas medidas a fim de minimizar o sofrimento e a quantidade

de animais usados nesta pesquisa.

3.1 Animais

Os animais foram oriundos do Servigo de Biotério da Prefeitura do Campus
Administrativo da USP de Ribeirdo Preto, em numero suficiente para composicao
dos grupos experimentais. Foram utilizadas ninhadas de ratos machos da linhagem
Wistar Hannover, com sete dias de vida, cuja ninhada foi constituida pela rata-mée e
oito filhotes. Os animais foram transportados no dia do nascimento, para o Biotério
da Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia e Anatomia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto. Durante a permanéncia dos animais no Biotério, foi
oferecia dieta padrdo para roedores de laboratorio e agua a vontade as maes. Os

filhotes em fase de desmame também receberam acesso a dieta e a agua.

3.2 Formacao dos grupos experimentais

Foram formados 4 grupos experimentais, com 8 animais em cada grupo,
totalizando 32 individuos. Os animais foram distribuidos em:
- Grupo Controle (C): nenhuma intervengdo com 0zoénio ou hidrocefalia foi realizada
neste grupo, sendo submetidos a eutanésia com 28 dias de vida (P21) (n = 8).
- Grupo Controle tratado com ozonioterapia (COgs): A partir do 14° dia de vida, os
ratos receberam tratamento com ozonioterapia nos dias 14, 18, 22 e 26 dias de vida
(P7, P11, P15 e P19 respectivamente), na dose 0,1mg/kg via intraperitoneal (IP) na
concentracdo de 5 pg/mL. Os ratos foram submetidos a eutanasia com 28 dias de
vida (P21) (n = 8).
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- Grupo Hidrocefalico (HNT): os ratos foram induzidos a hidrocefalia com sete dias
de vida (PO) e submetidos a eutanasia com 28 dias de vida (P21) (n = 8).

- Grupo Hidrocefalico Tratado (HTOs): Os ratos foram induzidos a hidrocefalia com
sete dias de vida (PO) e receberam tratamento com ozonioterapia, dose 0,1mg/kg via
intraperitoneal (IP) na concentracdo de 5 pug/mL nos dias 14, 18, 22 e 26 dias de vida
(P7, P11, P15 e P19 respectivamente). A eutanasia destes animais foi realizada com
28 dias de vida (P21) (n=8).

Todos os animais foram observados diariamente quanto a possiveis
alteracdes clinicas como perda de peso e desidratacéo, alteracbes da marcha e da
consciéncia, negligéncia com a higiene, entre outras.

Observacdo: A caixa-alojamento foi constituida por ratos controles e
hidrocefalicos pertencentes da mesma ninhada, respeitando o ndmero de nove
ratos/caixa (oito ratos filhotes e rata mée). A rata mae foi mantida junto aos filhotes
até o termino do experimento em funcéo do periodo de amamentacdo e garantia de
conforto e bem-estar dos ratos neonatos. Os ratos foram marcados com pequenas
perfuracdes nas orelhas para identificagcdo dos grupos pertencentes. As caixas de
animais que foram submetidos a terapia com ozénio também contiveram tanto

animais hidrocefalicos quanto ratos controles.

3.3 Inducé&o da hidrocefalia

Os filhotes com sete dias de idade foram escolhidos aleatoriamente dentro de
cada ninhada para inclusdo em um dos grupos experimentais. Os ratos dos grupos
controles foram submetidos a anestesia, porém sem nenhuma intervencdo. O
método de inducdo da hidrocefalia consistiu na aplicacdo intracisternal de caulim,
com 0s animais sob anestesia inalatoria com isofluorano, baseado em estudo
experimental de Lopes et al. (2009) e da Silva et al. (2018). Cada animal foi
posicionado por um auxiliar, com o cranio em ventroflexdo, expondo a regiao
cervical dorsal. ApOs palpacdo do espaco entre a margem posterior do forame
magno, no 0sso occipital, e a borda cranial do arco dorsal da primeira veértebra
cervical, uma agulha odontol6gica Mise 0,3, de bisel curto, conectada a uma seringa,

era introduzida até a perfuracdo da dura-méter. Apos a puncgdo suboccipital, foi
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injetado, por injecdo percutanea lenta, 0,04mL de uma suspensdo de caulim
(Merck®) 'a 10% em agua destilada, esterilizada em autoclave (Figura 4) (da Silva et
al., 2018). Posteriormente a injecao intracisternal, os filhotes foram observados até
completa recuperagdo e entdo recolocados em suas caixas de alojamento de

origem, retornando ao Biotério.

Figura 4: Inducdo da hidrocefalia em ratos da
linhagem Wistar Hannover. Aplicacdo
percutanea na cisterna magna de Caulim
(Merck®) a 10% (area circulada). (Fonte:
Acervo do Laboratério de Protecéo
Cerebral na Infancia- Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto/SP).

3.4 Ozonioterapia

Para o tratamento dos animais com gas 0z6nio, foi utilizado gerador de 0z6nio
medicinal da marca Ozonic®, modelo Ozonic Vet, com taxa de fluxo de ar maxima
de 16,6mL/s, e faixa de concentracdo de 0-90 pg/mL. O aparelho foi previamente
calibrado com espectrofotbmetro UV de 254nm para garantir concentracdo exata
necessaria durante o experimento. O tratamento com ozonioterapia foi realizado em
uma sala localizada no setor de cirurgia experimental do Departamento de Cirurgia e
Anatomia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, USP-SP, mantendo a
temperatura interna controlada entre 21 e 23°C. Durante o processo de producao do

gas ozb6nio, o gerador utilizou oxigénio medicinal proveniente de um cilindro de 1L

! Caulim (Merck®): Silicato de Aluminio Hidratado
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acoplado ao aparelho. O gas o0z6nio produzido foi coletado diretamente do gerador
em seringas resistentes a ozénio e foram imediatamente administrados nos ratos
pela via intraperitoneal por meio de agulhas 0,45x13mm.

Os ratos foram contidos por auxiliar manualmente para a aplicagdo do gas
oz6nio. Os animais dos grupos COs e HTOs receberam o tratamento com
ozonioterapia na dose de 0,1mg/kg e na concentracdo de 5 ug/mL nos dias P7, P11,
P15 e 19. Ao final da aplicagdo de ozonioterapia intraperitoneal, os animais foram
observados por aproximadamente 15 minutos para verificar presenca de efeitos
adversos apds o tratamento como vomitos, diarreias e distensdo abdominal. A
escolha da dosimetria foi baseada de acordo com Comité Cientifico Internacional de
Ozonioterapia (ISCO3, 2020) e estudos pilotos realizados previamente a este
experimento.

A eutanasia foi realizada no 28° dia de vida (P21). Os encéfalos foram

coletados para posterior analise histolégica e imunoistoquimica.

3.5 Estudos de imagem por ultrassonografia de cranio

Todos animais desta pesquisa foram avaliados por meio da ultrassonografia
transcraniana no sétimo dia pés-inducdo (P7) para diagnosticar a presenca de
ventriculomegalia nos animais. Para a aquisicdo de imagens do encéfalo, os ratos
foram submetidos a anestesia prévia com isofluorano. Posteriormente, foi
empregado para a ultrassonografia de cranio, o equipamento VEVO 2100
(VisualSonics), com transdutor de 30MHz (Laboratério Multiusuario e Ultrassom e
Ecocardiografia em Pequenos Animais — FMRP-USP). As imagens obtidas no plano
sagital e coronal foram utilizadas para avaliacdo do tamanho ventricular e espessura

cortical.

3.6 Avaliagcdo comportamental pelo teste de Campo Aberto (Open Field)
Os animais foram pesados diariamente e seu comportamento na caixa-
alojamento foi avaliado de maneira individual (exploragdo do ambiente, mobilidade

no espaco), e coletivamente na interacdo com 0s outros membros do grupo.
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Para estudo do desenvolvimento sensério-motor, 0 comportamento
deambulatorio foi avaliado no dia oito apos a injecdo de caulim (P8), dia 12 (P12),
dia 14 (P14) e dia 18 (P18) pelo teste de campo aberto (Open Field) (Figura 5).
Cada animal foi observado individualmente em uma arena de acrilico transparente
de 60 cm de comprimento e 45 cm de altura no tempo cronometrado de 2 minutos,
avaliando cuidados com a higiene, exploracdo do ambiente e marcha de acordo com
a escala: 4 = alerta, com exploragdo e marcha normal; 3 = discretamente letargico,
com atividade reduzida, mas com marcha normal quando estimulado; 2 = cifético,
consegue caminhar, porém a marcha apresenta base alargada, instavel ou ataxica;
1 = mal consegue andar, mas ainda se alimenta; 0 = proximo da morte ou eutanasia
(da Silva et al., 2018). Entre as observacgOes de diferentes ninhadas de animais, a

arena era limpa com sab&o neutro diluido em agua.

Figura 5. Teste de Open Field. Rato da linhagem Wistar
Hannover hidrocefélico explorando o ambiente no
interior da arena de acrilico, sendo observados pelo
pesquisador por um periodo de dois minutos (Fonte:
Acervo do Laboratério de Protecdo Cerebral na
Infancia- Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto/SP).
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O plano experimental foi exemplificado na linha cronoldgica na Figura 6:

@ Teste de Open Field (todos os grupos experimentais)

J-{ Tratamento com ozonioterapia (CO; e HTO )
» Indugdo da hidrocefalia com Caulin® (HNT e HTO ;)
+ Eutanasia (todos os grupos experimentais)

B Exame ultrassonografico (todos os grupos experimentais)

Intervengdes » , ) )

experimentais  PO§ P7yr P8®@ P117¢ Pl2@ P14®@ P15y¢ P18@ P1977 P21+
od 7d 14d 15d 18d 19d 21d 22d 25d 26d 284

Dias de vida

Figura 6: Linha cronoldgica dos fatos relevantes experimentais executados durante
experimento em ratos Wistar Hannover para estudo dos potenciais efeitos
terapéuticos da ozonioterapia na hidrocefalia experimental.

3.7 Perfuséo cerebral e disseccao de estruturas

Ao final do experimento, apds o 21° dia pés-indugdo (P21), os animais de
cada grupo foram profundamente anestesiados com injecdo intraperitoneal de
guetamina 10% e xilazina 10% (nas doses de 0,1 e 0,05 mg/100g de peso corporal).
Posteriormente, o animal foi posicionado em decubito dorsal sobre a mesa cirurgica,
e foram realizadas incisbes amplas no diafragma e lateral no térax, paralelo em
ambos os lados da costela até clavicula, expondo o coracédo (Figura 7 A). Com o
térax aberto, uma agulha hipodérmica 25 x 0,8mm (21G x 1) foi introduzida na ponta
do ventriculo esquerdo e canulada até a raiz da aorta, sendo iniciada a perfusédo
transcardiaca com solucéo salina e auxilio de bomba de perfuséo peristaltica (Fisher
Scientific). Como ponto de saida para o liquido perfundido, foi feita uma pequena
incisdo na auricula direita. A perfusdo solucdo salina s6 foi suspendida quando
observado o clareamento do liquido de saida (cerca de 1 mL/g de peso do animal)
(Figura 7 B). Em seguida, os ratos foram decapitados e seus cérebros retirados em

bloco, através de uma craniectomia de vértex (Figura 7 C).
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Imediatamente apos sua retirada, cada cérebro foi dividido no plano sagital. A
metade esquerda foi, entdo, dissecada e subdividida em quatro por¢cdes: manto
cortical dorsal ao ventriculo lateral, ndcleos da base, hipocampo e tronco
encefalico/cerebelo. Cada porcdo foi acondicionada em tubo tipo eppendorf
devidamente identificado, mergulhado em nitrogénio liquido para congelamento
rapido e armazenada em Ultrafreezer -80°C para estudos futuros. Ja as metades
direitas dos encéfalos foram subdividas no plano coronal, em uma porgéo anterior e
outra posterior, tomando-se como referencial o quiasma Optico, depois imersos em
uma solucéao fixadora de paraformaldeido a 3% em tampéo fosfato 0,1M (pH 7,3 —
7,4), por 24 horas a temperatura de 4°C, quando foi trocada por uma solucdo de
paraformaldeido 3% fresca, permanecendo nesta solucdo fixadora por mais sete

dias a mesma temperatura.
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Figura 7: Técnica de perfusdo cerebral. A) Com o animal posicionado em decubito
dorsal sdo realizadas incisdes amplas no diafragma e laterais no térax,
para expor o coracdo. B) Uma agulha é introduzida na extremidade do
ventriculo esquerdo e canulada até a raiz da aorta, sendo iniciada a
perfusdo transcardiaca com solucdo salina. Um ponto de saida é feito no
atrio direito. C) Na craniotomia de vértex a tesoura secciona
cuidadosamente ao longo da superficie interna do cranio, para evitar
danos ao cérebro. O bulbo olfatorio € desprezado e o encefalo retirado
(Fonte: Gage et al., 2012).
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3.8 Histologia e imunoistoquimica

As laminas histolégicas contendo as sec¢fes de amostras foram desidratadas
em solucdes crescentes de alcool (50% a 100%) diafanizadas em xilol e emblocadas
em parafina. Foram cortadas em plano coronal em um micrétomo rotativo em
secgbes de Sum de espessura e os cortes foram estendidos em laminas
histolégicas. Para andlise por histoquimica, as laminas foram mantidas em estufa
(60°C) por uma hora para derretimento da parafina. A seguir, os cortes foram
submetidos ao processo de desparafinizacdo, seguidos de banhos sequenciais de
xilol, &lcool em concentracdes decrescentes e agua; posteriormente, foram corados
com hematoxilina e eosina (da Silva et al., 2018). Na coloracao feita pelo método
hematoxilina e eosina, foram observados a citoarquitetura geral, a distribuicdo das
estruturas e a densidade celular nas regides de corpo caloso e matriz germinativa.

Para o estudo imunoistoquimico do GFAP (“glial fibrillary acidic protein”), as
laminas foram mantidas em estufa a 60°C, por 30 min, e desparafinizadas em
banhos sequenciais de xilol e alcool. Apds recuperagéo antigénica, quando indicado,
pelo método de acidificacdo e aquecimento (citrato de sédio em panela elétrica), foi
realizado o bloqueio da peroxidase enddgena com peréxido de hidrogénio a 3% em
PBS (phosphate buffered saline). Posteriormente foi feito o bloqueio com soro
adequado a 10% em PBS, por 30 minutos em camara umida. Logo apds, os cortes
foram incubados “overnight” a temperatura de 4°C com o anticorpo primario anti-
GFAP (DAKO Z0334, Dinamarca) em diluicdes 1,5:3000. Lavado o anticorpo
primario, foi adicionado o anticorpo secundario apropriado (anticorpo biotinilado de
cabra anti-coelho - Santa Cruz Biotechnology SC-2040) diluido 1:300 em BSA
(Bovine serum albumin). Apds, foram incubados com o conjugado estreptavidina -
HRP (BioLegend cat.405210) diluido 1:400 em PBS. A seguir, foram revelados com
DAB (3,3"- diaminobenzidina - Sigma).

Por fim, as laminas foram submetidas a contra coloragdo com hematoxilina,
lavadas em agua corrente, desidratadas por uma série sequencial de banhos
crescentes de alcool e xilol, e recobertas por laminulas montadas com Permount®.
Observacdo: para a imunoistoquimica, os cortes foram estendidos em laminas

histoldgicas sinalizadas ou Starfrost. Foram realizados estudos por imunoistoquimica
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para GFAP para avaliacdo da reacdo astrocitaria, por meio da distribuicdo e do

aspecto morfolégico dos astrécitos reativos no corpo caloso e na matriz germinativa.

3.9 Documentacéo fotogréfica

O material foi fotografado para documentacdo das laminas e para contagem
de células utilizando os microscopios de luz Nikon com sistema de captura digital de
imagens, instalado no Laboratério de Protecdo Cerebral na Infancia do
Departamento de Cirurgia e Anatomia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
— USP, e AxiosKop2 plus (Carl Zeiss) com camera digital AxioCam Hrc (Carl Zeiss)
acoplados a um computador Pentium Il equipado com o software Axio Vision 3.1 do
Laboratorio de Neurologia Aplicada e Experimental do Departamento de
Neurociéncias e Ciéncias do Comportamento da Faculdade de Medicina de Ribeiréo
Preto — USP. Nas laminas coradas com hematoxilina e eosina, as imagens foram
fotografadas no corpo caloso, na sua regido imediatamente lateral & linha média, e
na matriz germinativa vizinha ao angulo lateral do ventriculo lateral. Nas laminas
imunomarcadas com GFAP foram fotografados campos demarcados, néao
sobrepostos, com area mensurada, em toda a extensdo do corpo caloso e matriz
germinativa (objetiva de 40X), nos quais foi realizada a contagem dos astrocitos
reativos de forma manual, com avaliadores sem conhecimento dos grupos, e
posteriormente calculada a densidade dos astrocitos. Além disso, foi realizada a
classificacdo da reacdo astroglial, aplicando-se um escore de 0 a 2, sendo O:
auséncia de astrécitos reativos; 1: astrécitos reativos com prolongamentos finos e
delicados e 2: astrécitos reativos com prolongamentos grossos (da Silva et al.,
2018).

3.10 Analises estatisticas

Testes paramétricos foram utilizados para comparacdes de grupos com dados
normalmente distribuidos (andlise de variancia - ANOVA, seguido pelo pds-teste de
Tukey), enquanto testes nao-paramétricos (Kruskall-Wallis, seguido pelo pés-teste

de Dunn) foram usados para outras comparacdes. As diferencas estatisticas foram
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consideradas significantes quando p<0,05, todos com a utilizacdo do software de
estatistica GraphPad Prism® verséao 6.
4. RESULTADOS

4.1 Inducéao dos animais hidrocefalicos
A inducdo da hidrocefalia dos grupos HNT e HTOs ocorreu sem nenhuma
intercorréncia. Todos os ratos induzidos foram observados por 15 minutos apés a

inducdo e nenhuma alteracéo ou sinal clinico foi observado.

4.2 Avaliacéo clinica e ultrassonogréfica dos animais

A hidrocefalia foi confirmada em todos os filhotes dos grupos HNT e HTOs,
sendo possivel visibilizar a dilatacdo ventricular no corte coronal. Os valores da
mensuracdo do crescimento ventricular variaram entre hidrocefalia moderada a
grave nos dois grupos hidrocefalicos. Nos grupos C e COs ndo foi observada
qualquer alteragdo no tamanho ventricular (Figura 8).

Figura 8: Imagem ultrassonografica do encéfalo de rato Wistar Hannover sem
hidrocefalia (A) e imagem de um rato com hidrocefalia experimental (B),
contendo a mensuracdo da dilatacdo ventricular. (Fonte: Acervo do
Laboratorio de Protecdo Cerebral na Infancia- Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto/SP).
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N&o foi observada diferenca estatistica em relacdo ao peso médio entre 0s
grupos experimentais (p>0,05) (Figura 9). No entanto, foi observada tendéncia maior
no ganho de peso nos grupos tratados com ozonioterapia, especialmente o grupo
COs. O peso médio ao final do 21° dia pos-inducéo (P21) foi de 71,43g no grupo C,
79,629 no grupo COs, 65,25g no grupo HNT e 73,43g no grupo HTOs (Figura 10). No
quarto dia apos a injecao (P4), foi possivel observar nos grupos HNT e HTOs, uma
cabeca em forma de cupula e/ou fontanela persistente (Figura 11), sendo associada
a dilatacdo ventricular, que se tornou mais evidente no sétimo dia pés-inducao (P7).
Os ratos hidrocefélicos apresentavam letargia, postura anormal, posi¢do plantigrada
dos membros posteriores e alguns casos ataxia e encurvamento das costas. Em

dois animais do grupo HNT com hidrocefalia severa, foi possivel observar episédios

epiléticos.
80-
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60 [ COs= Grupo Controle+ O 5
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[ HTO 3= Grupo hidrocefalico tratado com O ;3
o 40
W
©
£ 2.
—
to
0 T

C cOo3 HNT HTO3

Figura 9: Média do peso dos grupos ao final do 21° dia apds-inducdo (P21). E
possivel observar que os grupos tratados com 0z0Onio apresentaram maior
peso quando comparado aos grupos C e HNT.
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Figura 10: Gréfico evolutivo do peso dos grupos a partir do dia 0 (P0) ao dia 21 (P21)
apos a inducéo da hidrocefalia. C grupo Controle; COs grupo Controle com
Os; HNT grupo Hidrocefélico ndo tratado; HTOs grupo Hidrocefalico tratado
com Os. E possivel observar que 0s grupos tratados com ozonioterapia
apresentaram maior ganho de peso ao longo do experimento.

Figura 11: Rato Wistar da linhagem
Hannover hidrocefalico com cranio
em formato de cuapula. (Fonte:
Laboratério de Protecdo Cerebral
na Infancia- Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto/SP).
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4.3 Tratamento com ozonioterapia

Todos os ratos tratados com ozdnio IP foram observados por 15 minutos apés

a aplicacao e nédo houve nenhuma intercorréncia nesta dosimetria (Figura 12).

Figura 12: Rato Wistar macho da linhagem
Hannover em contencéo durante aplicacao
de ozonioterapia. Os grupos COs e HTOs
receberam aplicagdo de ozbnio via IP.
(Fonte: Acervo do Laboratorio de Protecao
Cerebral na Infancia- Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto/SP).

4.4 Analise comportamental pelo teste em Campo Aberto (Open Field)

Ao avaliar os ratos durante o teste em Campo Aberto, foi possivel observar
gue o escore da marcha foi significativamente reduzido nos animais hidrocefalicos
nao tratados (HNT) em comparagdo com os grupos C e COs (p=0,0202) (Figura 13).
Apesar do grupo HTOs ndo ter demonstrado diferenca estatistica relevante ao
comparar com 0s demais grupos (p>0,05), os animais apresentaram melhor
desempenho ambulatorial, maior agilidade, e auto higiene adequada quando
comparados ao grupo HNT ao longo do periodo experimental, como € demonstrado
na Figura 13. O desempenho do grupo HTOs se aproximou do resultado do grupo C.
Ao observar a atividade espontanea dos grupos, pudemos observar que 0 grupo

HNT permaneceu em repouso por mais tempo, demostrando menor interesse em
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explorar a arena e mais lentos. Os ratos hidrocefalicos ndo tratados apresentaram
menor interacdo social com auto-isolamento, maior descuido com a higiene e sinais
de agressividade foram observados em alguns casos. Ao final do periodo de
observacédo (P16), os ratos do grupo COs apresentaram maior movimentag&ao dentro
da arena, maior expressdo de comportamento exploratorios e autolimpeza quando

comparado ao grupo C e HTOs (Figura 14).

mm C = Grupo Controle

== COs= Grupo Controle+ O 3

@ HNT= Grupo hidrocefélico nao tratado

[ HTO 3= Grupo hidrocefalico tratado com O 3

Escore

P=0,0202

Cc Cco3 HNT HTO3

Figura 13: Gréfico representativo do teste de Open Field ao final do periodo de
quatro dias de observacdo. O grupo HNT apresentou escore pior ao
comprar com o0s grupos C e COs *(p<0,0202). Apesar de nao ter
apresentado diferenca estatistica entre os grupos HTOs e HNT, vemos que
0 grupo HTOs obteve melhor desempenho no teste, se aproximando aos
resultados dos controles. (Desvio erro padréo: grupo C: 0,221; grupo COs:
0,091; grupo HNT: 0,175; grupo HTOs: 0,119).
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Figura 14: Gréfico evolutivo do teste de Open Field dos dias 8 (P8), 12 (P12), 14
(P14) e 16 (P16) apds a indugéo da hidrocefalia. C grupo Controle; COs3
grupo Controle com Os; HNT grupo Hidrocefalico n&o tratado; HTOs grupo
Hidrocefalico tratado com Os. E possivel observar que o grupo HNT
apresentou pior escore ao longo da evolucéo do teste. Ao final do estudo
(P16) o grupo COs apresentou maior atividade comparado ao grupo C.
Grupo HTOs3 obteve escore proximos ao grupo C a partir de P12.

4.5 Avaliac@es histoldgicas e imunoistoquimicas

Na avaliacdo histologica em HE dos cérebros dos ratos controle (C) nao
apresentaram alteracfes nas regibes avaliadas. Na matriz germinativa, foram
encontradas células de nucleo centralizado, com preservacdo do epéndima e fibras
estruturais. No corpo caloso o epéndima apresentou-se conservado, com fibras e
nacleo celular preservado (Figura 15). O grupo controle tratado com 0z6nio (CO3)
apresentou nucleos arredondados no corpo caloso, com preservacao das células do
epéndima e das fibras estruturais (Figura 16). Na matriz germinativa foram
observados nucleos centralizados e em alguns casos nucleos picnoéticos, com

preservacao das fibras estruturais e camada ependimaria (Figura 17).
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Em ambos os grupos de ratos hidrocefalicos foram observados ventriculos
laterais com dilatacdo moderada a severa e destruicdo da matriz germinativa na
maioria dos animais (Figura 17) ao comparar com o grupo controle. No grupo de
ratos hidrocefalicos ndo tratados (HNT), houve o afilamento significativo do
epéndima, com areas de desnudamento, ruptura e rarefacdo celular. No corpo
caloso, além do adelgacamento da estrutura, foi possivel observar presenca de
ruptura e edema nas fibras estruturais, rarefagdo celular, nicleos picnoéticos e/ou
com formatos irregulares, além de células em apoptose presentes ao longo de toda
regido em todas as amostras (Figura 16). Na matriz germinativa foi observada areas
com ruptura, desnudamento e células em apoptose no epéndima, rarefacao celular e
vacuolizacdo (edema) com ruptura das fibras estruturais. Células com nudcleos
picnoticos e em apoptose foram observados na matriz germinativa em grande
quantidade (Figura 17). Ao avaliar o corpo caloso dos animais do grupo hidrocefalico
tratado com ozonio (HTOs), pode ser observado na maioria das amostras células de
ndcleos arredondados e centralizados, com presenca de nucleos picnéticos e nos
animais com hidrocefalia mais grave, células em apoptose e degeneracdo axonal,
porém em menor numero ao comparar com o grupo HNT. Apesar das alteracdes
presentes, pode ser observado que o grupo HTOs apresentou maior niumero de
células no corpo caloso e epéndima quando comparado ao grupo HNT. As fibras
estruturais apresentaram edema em menor grau e com melhor integridade ao
comparar com o grupo HNT. A camada ependimaria na maioria dos animais
permaneceu intacta, com preservacao celular, apesar de seu adelgacamento (Figura
16). Na matriz germinativa foram observadas células com nucleo picnotico,
vacuolizacdo entre as fibras estruturais e células em apoptose em menor quantidade
em relacdo ao grupo HNT. No epéndima, foram evidenciadas &reas com
desnudamento. No entanto, o nimero de células ependimarias foi maior quando

comparado ao grupo de ratos hidrocefalicos nao tratados.
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CONTROLE HIDRO

Figura 15: Fotomicrografias de laminas histologicas do cérebro de ratos Wistar da
linhagem Hannover. A= rato controle (C); B= rato hidrocefélico ndo tratado
(HNT). Na figura A nota-se o corpo caloso (estrela) e matriz germinativa
(circulo) preservado. Na imagem B é visibilizada area com corpo caloso
com alongamento e afilamento das fibras estruturais do corpo caloso
(estrela em imagem B), area de dilatacdo do ventriculo lateral (VL), com
diminuicdo celular da matriz germinativa (circulo em imagem B).
Hematoxilina e eosina. Ampliacdo objetiva 10X. Barra de escala = 200 ym
(Fonte: Acervo do Laboratério de Protecdo Cerebral na Infancia-
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/SP).
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Figura 16: Fotomicrografias de laminas histoldgicas do cérebro de ratos Wistar da

linhagem Hannover da regido do corpo caloso. A= Grupo controle (C); B=
Grupo controle tratado com ozonio (COs); C= Grupo hidrocefalia nao
tratado (HNT); D= Grupo hidrocefalico tratado com o0zb6nio (HTOs). Os
animais do grupo C e COs apresentam ceélulas com nucleos centralizados,
com preservacdo do epéndima e corpo caloso. Presenca de células com
ndcleo picnético (circulo) e apoptose em diferentes fases (seta vermelha)
no corpo caloso do grupo HNT e em menor quantidade no grupo HTOs.
Ainda é possivel observar ruptura do epéndima (seta preto) no grupo
HNT. Observou-se menor quantidade de células de ndcleo picnético e em
apoptose no grupo HTOs quando comparado ao grupo HTN. Hematoxilina
e eosina. Ampliagdo objetiva 40X. Barra de escala = 20 ym (Fonte:
Acervo do Laboratério de Protecdo Cerebral na Infancia- Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto/SP).



Figura 17: Fotomicrografias de laminas histoldgicas do cérebro de ratos Wistar da
linhagem Hannover da regido da matriz germinativa. A= Grupo controle;
B= Grupo controle tratado com o0zdnio; C= Grupo hidrocefalia ndo tratado;
D= Grupo hidrocefélico tratado com o0zénio. Os animais do grupo C e CO3
apresentam células com nucleos centralizados, com preservacao do
epéndima e matriz germinativa. Presenca de células com nucleo picnético
(circulo), apoptose em diferentes fases (seta vermelha) e vacuolizacao
(edema) das fibras estruturais (estrela) na matriz germinativa no grupo
HNT e em menor quantidade no grupo HTOs. Hematoxilina e eosina.
Ampliagdo objetiva 40X. Barra de escala = 20 ym (Fonte: Acervo do
Laboratorio de Protecdo Cerebral na Infancia, Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto/SP).
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Na andlise imunoistoquimica, averiguaram-se astrécitos reativos marcados
com anticorpo anti-GFAP e a densidade celular por area foi calculada. Para o calculo
da densidade celular, foi considerada na amostragem apenas a contagem de
astrocitos reativos com escore 2. No corpo caloso, a &rea média calculada foi de 294
mm?2 e a contagem média de astrocitos reativos nos animais controles foi de 5,00
astrocitos /mmz2, no grupo COs média de 5,08 astrécitos/mmz?, 13,44 astrocitos/ mm?2
no grupo HNT e 7,08 astrécitos/ mm2 no grupo HTOs. A imunocoloracdo do GFAP
revelou no grupo HNT astrdcitos intensamente corados com processos hipertroficos
e um numero pronunciado de astrdcitos reativos no corpo caloso (p<0,02) quando
comparado ao grupo COs e controle (Figura 18). A marcagao astrocitaria recebeu o
escore de 2. Entretanto, o grupo HTO3s apresentou imunocoloragdo discreta com
prolongamentos astrocitarios mais delicados no corpo caloso e com menor
densidade celular quando comparado ao grupo HNT, recebendo escore 1. N&o foi
observada diferenca estatistica entre o grupo HNT e HTOs. Contudo, € visivel a
reducdo do numero de astrocitos reativos no grupo hidrocefélico tratado quando
comparado ao grupo hidroceféalico ndo tratado (Figura 19). Os grupos controle e CO3
receberam escore 0 por ndo apresentarem marcacao GFAP.

GFAP — CORPO CALOSO
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Figura 18: Grafico representativo da atividade astrocitaria revelados pela
imunocoloragdo GFAP na regido do corpo caloso. O grupo HNT exibiu
maior atividade astrocitaria quando comparado aos grupos C e COs.
*p<0,02. (Desvio erro padréao: grupo C: 1,403; grupo COs: 1,820; grupo
HNT: 1,965; grupo HTOs: 2,153).
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Figura 19: Fotomicrografias de laminas imunocorada com GFAP do cérebro de ratos
Wistar da linhagem Hannover da regido do corpo caloso. A= Grupo
controle (C); B= Grupo controle tratado com ozénio (COs); C= Grupo
hidrocefalia n&o tratado (HNT); D= Grupo hidroceféalico tratado com oz6nio
(HTOa). E possivel evidenciar na periferia da lesdo, a marcagéo intensa
dos astrécitos com processos hipertréficos no corpo caloso no grupo HNT
(seta vermelha). A marcacao discreta dos astrocitos com prolongamentos
finos é visivel no corpo caloso do grupo HTOs (seta preta). Ampliacdo
objetiva 40X. Barra de escala = 20 ym (Fonte: Acervo do Laboratério de
Protecdo Cerebral na Infancia- Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto/SP).
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N&o houve diferenca estatistica entre 0os grupos na analise de imuncoloracao
de GFAP na matriz germinativa. A area média calculada foi de 292 mm?2 e a
contagem média de astrocitos reativos nos animais controles foram de 9,00
astrocitos /mmz, no grupo COs média de 17,67 astrocitos/mm?2, 13,33 astrocitos/ mm?
no grupo HNT e 19 astrécitos/ mmz2 no grupo HTOs. Apesar de ndo haver diferenca
estatistica entre os grupos, observou-se tendéncia de maior concentracdo de
astrocitos reativos nos animais hidrocefalicos tratados com ozonioterapia (HTOs3)
guando comparado o grupo controle (Figura 20). A coloracdo imunoistoquimica do
GFAP revelou no grupo HNT e HTOs astrécitos intensamente corados com
processos hipertréficos e um nimero pronunciado de astrécitos reativos na matriz
germinativa quando comparado ao grupo controle, recebendo escore 2. Enquanto
que no grupo COs foram observados astrécitos de prolongamentos finos e mais
delicados, indicando escore 1. O grupo controle recebeu escore 0 uma vez que a
imunocoloragcéo do GFAP foi negativa para esse grupo (Figura 21).

30- GFAP — MATRIZ GERMINATIVA
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Figura 20: Grafico representativo da atividade astrocitaria revelados pela
imunocoloragdo GFAP na regidao de matriz germinativa. Nao houve
diferenca estatistica entre os grupos estudados. Foi observado uma
tendéncia de maior expressdo de imunocoloracdo GFAP no grupo
HTOs.
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Figura 21: Fotomicrografias de laminas imunocorada com GFAP do cérebro de ratos
Wistar da linhagem Hannover da regido da matriz germinativa. A= Grupo
controle (C); B= Grupo controle tratado com o0zb6nio (COs); C= Grupo
hidrocefalia ndo tratado (HNT); D= Grupo hidrocefalico tratado com ozbnio
(HTO3). E possivel evidenciar a marcacédo intensa dos astrocitos com
processos hipertréficos na matriz germinativa dos grupos HNT e HTOs
(seta vermelha). A marcacao discreta dos astrécitos com prolongamentos
finos é visivel no grupo COs (seta preta). Ampliagdo objetiva 40X. Barra
de escala = 20 um (Fonte: Acervo do Laboratério de Protecdo Cerebral na
Infancia, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/SP).
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5- DISCUSSAO

A hidrocefalia esté relacionada a varios danos encefélicos, em especial das
estruturas periventriculares. O estiramento e a compressao do tecido nervoso
acarretam reducdo do fluxo sanguineo local, gerando edema, estase, processos
isquémicos e hipdxia dos tecidos encefalico. O suprimento reduzido de oxigénio,
ATP e o acumulo de glutamato no cérebro estdo diretamente relacionados aos
processos inflamatérios, degenerativos e oxidativos em pacientes com hidrocefalia
(Socci et al., 1999; Di Curzio et al.,, 2014; Toklu et al., 2017). Para melhor
compreensao dos processos fisiopatolégicos e terapéuticos da hidrocefalia, um
modelo experimental pode ser produzido utilizando injecdes intracisternal de caulim.
Tal procedimento simples, confiavel e barato permite o estudo dos efeitos da leséo
sobre o comportamento e evolugéo clinica em ratos (Lopes et al., 2009; Di Curzio et
al., 2013).

De forma semelhante a este estudo, trabalhos anteriores usando o0 mesmo
modelo de indu¢cdo com caulim demostraram que ratos hidrocefélicos obtiveram
ganho de peso tardio em relagcdo aos animais controles (Cataldo et al., 2017; Tida et
al., 2018). Apesar de nao haver diferenca estatistica entre os grupos, € possivel
observar tendéncia de ganho de peso nos grupos de animais tratados com ozoénio. O
grupo HTO3 demonstrou ganho de peso proximo ao controle, enquanto o grupo CO3
apresentou maior ganho. Isso pode representar melhor adaptacdo dos animais
tratados com o0z6nio, permitindo retornar a alimentacdo normal. Entende-se que a
ozonioterapia tenha sido capaz de proporcionar maior oxigenacdo e controle
inflamatério central nos ratos, desencadeando uma otimizacdo da atividade cognitiva
e fisica nos animais dos grupos HTOs e COs.

E de amplo conhecimento que o comprometimento do fluxo sanguineo faz
parte da neuropatologia da hidrocefalia causando danos variados a substancia
branca periventricular (Deren et al., 2010; Del Bigio et al., 2016). A oxigenacao
reduzida no cérebro pode estar relacionada aos déficits cognitivos observados em
pacientes hidrocefalicos (Cataldo et al., 2017), enquanto a ozonioterapia tem sido

associada a efeitos benéficos na isquemia e acidente vascular cerebral (Frosini et
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al., 2012; Bahar et al., 2017; Resitoglu et al., 2018). Portanto, previa-se que a
aplicacado de ozoénio via intraperitoneal pudesse desencadear influéncia positiva na
hidrocefalia. Para avaliagdo comportamental optou-se pelo teste de campo aberto
modificado (Open Field) para analisar o desenvolvimento motor precoce,
comportamento ambulatorial de autolimpeza, exploracdo ambiental e avaliacéo
postural. O teste € usado rotineiramente com sucesso para avaliar a evolucdo da
hidrocefalia induzida (Cataléo et al., 2017; Da Silva et al., 2018; Tida et al., 2018).

No presente estudo, foi possivel observar que apesar de ndo demonstrar
diferenca estatistica entre os grupos, evidenciou-se que os ratos dos grupos HTO3
apresentou resultado préximo ao grupo controle durante atividade de teste
comportamental. Em comparacéo, o grupo HNT demonstrou menor interacdo com o
ambiente durante o teste. Os déficits cognitivos e motores sdo decorrentes de
prejuizos na proliferacdo celular durante o desenvolvimento do cérebro (Olopade et
al.,, 2012), enquanto a melhora cognitiva poderia estar associada a acéo
neuroprotetora das enzimas antioxidantes produzidas pelo tratamento com o0zonio.
Assim como os antioxidantes livres, os antioxidantes endégenos sdo capazes de
reverter processos oxidativos crbnicos e preservar as células da oxidacdo e
inflamacédo (Sagai e Bocci, 2011). De maneira semelhante, Resitoglu et al. (2018)
avaliaram os efeitos neuroprotetores do 0zénio em ratos neonatos com leséo
cerebral isquémica. Os animais tratados exibiram melhora da fungdo cognitiva e
acdo anti-apoptose em comparacdo ao grupo nio tratado. E possivel que a
ozonioterapia seja capaz de estimular o sistema neuroenddcrino nos animais,
justificando o comportamento exploratdrio aumentado dos animais do grupo COs. Na
maioria dos pacientes humanos, € relatada sensacdo de bem-estar apds terapia
com ozonio. E possivel que exista a producdo aumentada de endorfina e serotonina,
elucidando a sensacéo de euforia e bem-estar apds a terapia com ozénio (Sagai e
Bocci, 2011).

Muito embora diferentes trabalhos utilizem ressonancia magnética para
mensurar a ventriculomegalia e confirmar a presencga da hidrocefalia (Deren et al.,
2010; Di Curzio et al., 2014), a ultrassonografia de cranio mostrou ser eficaz na

confirmacdo da hidrocefalia nos animais induzidos. Ainda que apresente menor
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precisdo ao mensurar os ventriculos laterais, a ultrassonografia de cranio possui a
vantagem de ser de baixo custo e rapida aplicacédo (Brown et al., 1984).

Embora ambos os grupos hidrocefalicos apresentaram expansao ventricular,
uma vez que a ozonioterapia ndo interfere na progressao da ventriculomegalia, na
analise morfolégica qualitativa dos cortes em coloracdo HE, observou-se que os
ratos do grupo HTOs apresentaram menor numero de células em processo
degenerativo e morte celular em relagdo ao grupo HNT. Os mecanismos de dano
celular podem ser desencadeados pela deficiéncia de oxigénio e energia, aumento
excessivo de neurotransmissores excitatorios e radicais livres, gerando uma cascata
de eventos neurodegenerativos (Morgan et al., 2005; Deren et al., 2010). Espécies
reativas de oxigénio (ROS) e a peroxidacao lipidica (LOPs) sdo ameacas reais aos
acidos nucléicos e acidos graxos poliinsaturados nas paredes celulares (Del Bigio e
Di Curzio, 2016). Antioxidantes endégenos como glutationa peroxidase (GSH-px),
CAT e SOD sdo enzimas produzidas importantes para protecdo oxidativa das
estruturas biologicas.

A aplicagcéo de ozonio permite aumentar a disposi¢cdo de oxigénio no plasma
e hemoglobinas e ao mesmo tempo que promove a producdo de fatores de
transcricdo genética como Nrf-2, que estimula o ndcleo celular a produzir enzimas
antioxidantes e enzimas de desintoxicacéo de fase Il (Delgado- Roche et al., 2017).
As mesmas alteragOes foram observadas por Bahar et al. (2017), ao compararem 0s
efeitos neuroprotetores do 0zénio em cérebros isquémicos de ratos neonatos. Ao
avaliarem o cortex cerebral, foi constatado que houve reducdo significativa de
células inflamatorias, necréticas ou com nucleo eosinofilico nos animais tratados
com ozonioterapia via IP (Bahar et al., 2017). Além disso, o 0z6nio mostrou ser
eficaz preservando as células de Purkinje dos processos degenerativos relacionadas
a idade. Areas cerebelares de ratos tratados com o0zdnio obtiveram menor
expressao dos marcadores de apoptose (Caspase-3), de estresse oxidativo (iNos) e
astrogliose (GFAP). Ademais, notou-se aumento relevante na expressao de Mab2,
importante marcador de neurogénese (Elkholy e Al-Gholam, 2018). Outro fator
relevante observado neste estudo foi a reducado de edema entre as fibras estruturais

no grupo HTOs. Os achados corroboram Frosini et al. (2012) que evidenciaram
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reducdo do edema tecidual em amostras de hipocampo de ratos apos inducao
isquemica experimental.

Na analise imunoistoquimica do corpo caloso, os animais HNT apresentaram
reacdo astrocitéria elevada comparada aos animais do grupo controle. A astrogliose
reativa € caracterizada pela alta proliferacdo astrocitica e ampla hipertrofia e/ou
hiperplasia do corpo celular e processos citoplasmaticos que ocorrem em resposta a
todo tipo de insulto ao SNC, incluindo hidrocefalia. Nas lesGes hidrocefélicas, a
ativacao astrocitaria € um fenébmeno comum (Deren et al., 2010; Santos et al., 2019).
Durante a lesdo do SNC, os astrécitos se tornam reativos, migram para o local
lesionado formando extensa rede fibrilar que pode interferir negativamente na
regeneracao axonal, na plasticidade sinaptica e na recuperacao funcional do SNC.
Quanto maior a gravidade da lesdo, mais intensa sera a reacao astrocitaria local
(Hamby e Sofroniew, 2010; Da Silva et al., 2018).

No presente estudo foi possivel observar reducdo na expressao da proteina
do acido fibrilar glial nos ratos HTO3 quando comparados ao grupo hidrocefélico nao
tratado, apesar de nao revelar diferenca estatistica entre os grupos, 0 que poderia
ter acontecido devido ao nimero de amostras. Esse resultado demonstra que a
terapia com o0zonio atenuou o contetdo astroglial reativo, auxiliando na recuperacéo
morfologica e funcional do SNC. A ozonioterapia demonstrou resultado semelhante
em cérebros de ratos em processo neurodegenerativo relacionado a idade. Ao
avaliar regides de cerebelo e cortex frontal, os animais idosos tratados obtiveram
menor expressao GFAP, caspase-3 e MDA além de aumentarem significantemente
a expressdo de enzimas antioxidantes como SOD, GSH e CAT (Elkholy e Al-
Gholam, 2018; EI-Mehi e Faried, 2019).

Os astrécitos sdo frequentemente usados nas pesquisas como principal
marcador de neuropatias no cérebro. No entanto, estas células sdo elemento chave
para orquestracdo de um ambiente dindmico, atuando na regulacdo da inflamacéao,
na redugcdo de neurotransmissores excitotoxicos como glutamato, edemas
vasogeénicos e controle do estresse oxidativo (Zhou et al., 2008; Hamby e Sofroniew,
2010). Moléculas de ROS como H20:2 e glutamato atuam como chaves sinalizadoras

do fator nuclear eritréide 2 (Nrf2), promovendo a sintese de elementos de resposta
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antioxidante (ARE). Astrocitos reativos que expressam Nrf2 permitem que os
astrocitos sintetizem sua propria SOD e glutationa reduzida (GSH) (Zhou et al.,
2008; Hamby e Sofroniew, 2010; Sagai e Bocci, 2011; Bolafios, 2016). Isso
proporciona alta tolerancia dos astrocitos ao estresse oxidativo, possibilitando uma
defesa antioxidante aos neurbnios proximos (Bolafios, 2016). Em estudo com
culturas de células astrogliais, foi demonstrado que concentracdes de 0zonio de 20 e
40 pg/mL foram capazes de aumentar a concentragdo da enzima antioxidante SOD
e de reduzir a concentragdo de malondialdeido (MDA), um importante indicador de
peroxidacao lipidica. A aplicacdo de 0zbénio em baixa concentracdo exibiu atividade
neuroprotetora, reduzindo o nimero de células mortas no meio de cultura (Zhou et
al., 2008).

Outros estudos demonstraram que alteracdes sutis na atividade astrocitéria
pode trazer beneficios ou prejuizos ao tecido lesionado (Hamby e Sofroniew, 2010).
Do mesmo modo, a linha entre a efetividade e toxicidade do o0zb6nio dependera da
forca do estresse oxidativo. A geracdo de estresse oxidativo alto sobre o astrécitos
resulta em uma resposta inflamatéria através da ativagdo do fator nuclear k3 (NF-
KB), estimulando a producdo de COX-2, NOS-2 dentre outras citocinas (Zhou et al.,
2008; Hamby e Sofroniew, 2010; Sacai e Bocci, 2011). Entretanto, o estresse
oxidativo controlado ativa a expressdo Nrf2, induzindo a producdo de inUmeras
enzimas antioxidantes, como SOD, GSH e CAT (Zhou et al., 2008; Hamby e
Sofroniew, 2010).

Partindo desse principio, ao avaliar a matriz germinativa, podemos observar
comportamentos distintos dos astrocitos nos grupos experimentais. Apesar de néo
ser observada diferenca estatistica entre 0os grupos, a expressdo do GFAP grupo
COs, HNT e HTOs a reacdo astrocitaria revelou-se de forma massiva ou intensa.
Pressupfe-se que as células presentes na matriz germinativa sejam mais
susceptiveis ao estresse oxidativo que as células do corpo caloso. A matriz
germinativa é caracterizada pela alta vascularizacdo e concentracdo de células
imaturas, formando uma estrutura fragil e complexa (Luo et al., 2018). Além da
elevada compleicdo de fosfolipidios insaturados no tecido, a imaturidade celular

admite que os niveis de enzimas antioxidantes sejam insuficientes, tornando o
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cérebro do rato neonato extremamente susceptivel ao estresse oxidativo,
demandando exclusivamente da protecdo antioxidante fornecida pelos astrocitos
locais (Lekic et al.,, 2015; Nufies et al. 2018). Todavia, apesar da presenca
exuberante de astrdcitos reativos na matriz germinativa do grupo HTOgs, postula-se a
hipétese de um possivel efeito neuroprotetor ao considerarmos as alteracfes
identificadas na coloracdo HE quando comparado ao grupo HNT. Vale ressaltar que
foi evidenciada reducdo de vacuolos, menor niumero de células em apoptose, com
preservacdo do epéndima e formato celular. Além disso, os animais hidrocefalicos
tratados apresentaram melhor desempenho no teste comportamental e maior ganho
de peso quando comparado ao grupo hidrocefalico ndo tratado. Contudo tais
evidéncias seriam melhor presumidas por meio de andlises bioquimicas e

imunoistoquimicas especificas.
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6- CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que ratos neonatos tratados com o0zénio
apresentam melhor desenvolvimento sensério-motor e deambulatorio durante teste
comportamental, além de obterem melhor desenvolvimento fisico comparado ao
grupo de ratos hidrocefalicos ndo tratado. Os achados de estudo sugerem que a
terapia com Os possui potencial efeito neuroprotetor ao controlar processos
degenerativos celulares inibindo a astrogliose excessiva no corpo caloso,

oferecendo beneficios as estruturas afetadas pela dilata¢éo ventricular.
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8- CONSIDERACOES FINAIS

Embora tenhamos observado uma reducdo consideravel da reacéao astroglial
no corpo caloso e uma melhora no desempenho comportamental e clinicos dos
animais tratados com ozonioterapia, outros estudos devem ser realizados para
melhor elucidacao sobre os efeitos da terapia com 0z6nio na matriz germinativa do
rato neonato. Vale ressaltar que ndo houve reducdo da dilatacdo ventricular, e os
mecanismos das lesbes permaneceram ativos, sugerindo que pacientes
hidrocefalicos possam ser tratados com derivacdo associada a ozonioterapia para
uma terapéutica mais completa.

O presente estudo apresentou uma limitacdo ao nao determinar o mecanismo
exato pelo qual o ozbOnio exerceu sua atividade neuroprotetora no rato neonato
hidrocefélico. No entanto, estudos anteriores sugerem que a terapia com 0z6nio
exerca sua atividade neuroprotetora pela producdo de enzimas antioxidantes e
neuroenddcrina, supressao da inflamacao e liberacdo de fatores de crescimento. A
caréncia de pesquisas relacionadas aos efeitos terapéuticos da ozonioterapia no
SNC do neonato, em especial da matriz germinativa, culmina na relevancia deste

trabalho em aprimorar os estudos nesta area.



